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Mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) spada med superločljivostne tehnike 
in predstavlja eno izmed najuporabnejših tehnik za opazovanje nanometrskih struktur v 
celicah. Tehnika temelji na fluorescenci, fizikalnem pojavu pri katerem snov najprej 
absorbira elektromagnetno valovanje, čemur nato sledi emisija elektromagnetnega valovanja 
pri višji valovnih dolžinah. Kakor pri večini fluorescenčnih mikroskopij, tudi pri STED 
mikroskopiji uporabljamo fluorofore, s katerimi označimo opazovano strukturo. Lastnosti 
teh se sicer razlikujejo, predvsem morajo imeti dobro fotostabilnost ter ustrezen emisijski in 
absorpcijski spekter. Ker želimo, da se fluorofori umeščajo le v določene strukture oz. dele 
celičnih struktur, je pomembna njihova selektivnost.  
Namen našega dela je bila sinteza novih fluorescentnih sond in preverjanje ustreznosti 
sintetiziranih sond za označevanje celičnih struktur na STED mikroskopu. Izhodišče 
magistrske naloge so predstavljale sonde za označevanje lipidnih kapljic na osnovi 4-
cianokumarina in nilsko rdečega, ki so bile pripravljene v predhodnih magistrskih nalogah. 
Oba tipa sond sta se izkazala kot zelo ustrezna za STED mikroskopijo, vendar so se pojavile 
težave s selektivnostjo, saj je kar nekaj signala prihajalo iz ozadja. Spojine, ki smo jih 
sintetizirali (spojini 18 in 20), imajo nekoliko večjo lipofilnost, zato smo pričakovali večjo 
selektivnost pri označevanju lipidnih kapljic. Poleg sond za označevanje lipidnih kapljic smo 
pripravili tudi sondo za označevanje plazemske membrane (spojina 11) na osnovi nilsko 
rdečega. Emisija nilsko rdečega je zelo občutljiva na polarnost okolice, zato se nadejamo, 
da bo sonda uporabna pri spremljanju procesov na membrani, ki vključujejo spremembe v 
polarnosti.  
Sondam 11, 18 in 20 smo pomerili absorpcijske in emisijske spektre in ti ustrezajo 
specifikacijam, ki jih zahteva STED mikroskop na Institutu Jožef Stefan. Sintetizirane sonde 
so testirali kolegi na STED mikroskopu na Institutu Jožef Stefan. Ugotovili so, da sondi 18 
in 20 selektivno označujeta lipidne kapljice, nista citotoksični, težavo pa predstavlja 
fotoblednje obeh sond. Slednje nas je presenetilo, saj sonde s popolnoma enakim 
fluoroforom, ki so bile osnova za naše sonde, niso bile tako zelo dovzetne za razpad na 
svetlobi. Testi s sondo 11 bodo opravljeni v prihodnosti.  
  
Ključne besede: STED, nilsko rdeče, 4-cianokumarin, lipidne kapljice, fluorescenčne sonde 
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ABSTRACT 
Stimulated emission depletion microscopy is one of the super-resolution techniques as well 
as one of the most useful techniques for observing nanometer structures in cells. It is based 
on the use of fluorescence; the absorption of light, followed by the emission of light at higher 
wavelengths. As with most fluorescence microscopes, STED microscopy uses fluorophores 
to label the observed structure. The properties of these fluorophores differ; in particular they 
must have better photostability as well as an appropriate emission and absorption spectrum. 
Since we want the fluorescent labels to distribute to certain structures or parts of structures, 
their selectivity is very important. 
The purpose of our work was synthesis of new fluorescent probes and checking their 
suitability for marking cell structures on a STED microscope. The basis for my master's 
thesis were probes for the labelling of lipid droplets based on 4-cyanocoumarin and Nile red, 
which have already been introduced in various other master's thesis. Both types of probes 
proved to be very suitable for STED microscopy, but there were problems with selectivity 
as there was a lot of signal from the background. The compounds described in this master's 
thesis (compounds 18 and 20), however, have a slightly higher lipophilicity, so we expected 
greater selectivity in the labelling of lipid droplets. In addition to lipid droplet labelling 
probes, a plasma membrane labelling probe (compound 11) based on Nile red was also 
prepared. The Nile red emission is very sensitive to the polarity of the surroundings, so we 
hope that the probe will be useful in monitoring membrane processes involving changes in 
polarity. 
The absorption and emission spectra were recorded for compounds 11, 18 and 20, and these 
in principle correspond to the specifications required by the STED microscope at the Jožef 
Stefan Institute. Tests done at institut have shown that probes 18 and 20 more selectively 
label lipid droplets, are not cytotoxic, but photobleaching of both probes is a problem. This 
surprised us, because probes that have exactly the same fluorophore and were the basis for 
our probes, do not photobleech as much. Tests on STED microscope with probe 11 will be 
done in the future. 
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Pojav fluorescence zajema absorpcijo svetlobe, ki ji nekaj nanosekund kasneje sledi emisija 
svetlobe. Pri tem se nekaj energije izgubi, zaradi česar ima emitiran foton nižjo energijo kot 
absorbiran. Prav zato je valovna dolžina emitirane svetlobe večja. To razliko med valovno 
dolžino maksimuma absorpcijskega (ekscitacijskega) in emisijskega spektra imenujemo 
Stokesov premik (slika 1) (1). Fluorescenco uvrščamo širše med pojave luminiscence, ki 
opisuje emisije svetlobe snovi, pri čemer energija s katero smo snov vzbudili ni toplota 
(inkadescenca). V primeru fluorescence snov vzbujamo s svetlobo (absorpcija fotonov), zato 
fluorescenco uvrščamo natančneje med pojave fotoluminiscence. Poleg fluorescence se sem 
uvršča še fosforescenca, pojava se razlikujeta glede na naravo vzbujenih stanj. Pri 
fosforescenci gre za emisijo svetlobe iz vzbujenega tripletnega stanja, pri tem ima sparjen 
elektron v vzbujenem stanju enak spin kot v osnovnem. Prehodi v osnovno stanje so 
prepovedani, zaradi česar je čas prehoda fosforescence podaljšan (na ravni ms). Čas prehoda 
(življenjski čas) je povprečen čas med vzbujanjem in prehodom nazaj v osnovno stanje. Pri 
fluorescenci je čas tega prehoda krajši (na ravni ns), saj sta vzbujen elektron in elektron v 
osnovnem stanju nasprotnih spinov (2). 
 
Slika 1: Absorpcijski in emisijski spekter pri fluorescenci in Stokesov premik  
S0, S1, S2 in Sn označujejo osnovno, prvo, drugo in n-to singletno vzbujeno stanje. Prehode 
med posameznimi stanji najlažje opišemo z Jablonskijevim diagramom (slika 2). V0, V1, V2 
in Vn predstavljajo vzbujena vibracijska stanja znotraj osnovnega oz. vzbujenega stanja. 
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Večinoma absorpciji fotona sledijo prehodi v najnižja vibracijska stanja določenih vzbujenih 
stanj (vibracijska relaksacija), pri tem se izgubi del energije, posledica česar je emisija pri 
višjih valovnih dolžinah (2). 
Kadar pride do vzbujanja v višja vzbujena stanja (npr. S2, S3) načeloma iz teh stanj emisije 
ne opazimo, ker najprej poteče relaksacija v S1 vzbujeno stanje. Temu procesu pravimo 
notranja konverzija, ki skupaj z vibracijsko relaksacijo predstavlja neradiativni prehod 
elektronov med različnimi stanji. Do medsistemskega križanja pride med prehajanjem iz 
singletnega vzbujenega stanja v tripletno vzbujeno stanje. Pri tem je zaradi enake spinske 
usmerjenosti sparjenega elektrona prehod v osnovno stanje (fosforescenca) podaljšan, kar 
omogoča neradiativnim procesom večjo možnost za deaktivacijo in s tem manjšo 
učinkovitost fosforescence (nižji izkoristek in intenziteta procesa) (2, 4). 
 
Slika 2: Jablonskijev diagram. S0, S1, S2 in Sn označujejo osnovno, prvo, drugo in n-to singletno vzbujeno stanje, V0, V1, V2 
in Vn  predstavljajo vzbujena vibracijska stanja znotraj osnovnega oz. vzbujenega stanja (prirejeno po 3) 
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1.2 Fluorofori 
Fluorofori ali fluorescenčne sonde so molekule, ki absorbirajo svetlobo pri določeni valovni 
dolžini in jo emitirajo pri višji valovni dolžini. Kadar govorimo o organskih fluoroforih, so 
to navadno majhne molekule z večjim številom konjugiranih dvojnih vezi. Glede na okoliški 
medij se lahko različno obnašajo, vendar imajo tudi svoje specifične lastnosti (5).  
1.2.1 Fotofizikalne lastnosti fluoroforov 
Najpomembnejši lastnosti fluoroforov sta življenjski čas fluorescence (τ) in kvantni 
izkoristek (𝜙). Življenjski čas fluorescence je definiran kot povprečni čas, ki ga molekula 
»preživi« v vzbujenem stanju pred prehodom v osnovno stanje (2). Ko molekula absorbira 
foton določene energije, se zgodi skupek radiativnih procesov, kot sta fluorescenca in 
fosforescenca ali neradiativnih, kot so medsistemsko križanje, interna konverzija ali 
vibracijska relaksacija (Jablonskijev diagram). Te procese lahko označimo s hitrostno 
konstanto k (enačba 1). Povprečen čas molekul, da prehajajo iz vzbujenega v osnovno stanje, 
je ravno obratno sorazmeren tej konstanti (enačba 2). Gre za intrinzično lastnost, ki ni 
odvisna od načina merjenja, metode, valovne dolžine vzbujanja, časa izpostavitve in 
koncentracije fluorofora. Občutljiva pa je lahko na okoljske dejavnike, kot sta npr. 
temperatura in polarnost topila (6). 
𝑘 = 	𝑘% + 𝑘&% 






Enačba 2: Življenjski čas fluorescence je obratno sorazmeren hitrostni konstanti (k) (6). 
Kvantni izkoristek fluorofora je enak razmerju emititranih in absorbiranih fotonov. Opišemo 





𝑘 = 	𝜏 ∗ 𝑘 
Enačba 3: Kvantni izkoristek predstavlja razmerje izsevanih (emitiranih) in absorbiranih 
fotonov (2). 
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Intenziteta fluorescence je sorazmerna kvantnemu izkoristku. Snovi oz. molekule z višjim 
kvantnim izkoristkom tako dajejo boljšo intenziteto emisije. Pri snoveh z kr > knr se lahko 
kvantni izkoristki približajo vrednosti ena (2, 5). 
Na moč fluorescence močno vpliva tudi molarni ekstinkcijski koeficient (𝜀) fluorofora, ki 
opisuje sposobnost fluorofora, da absorbira svetlobo določene valovne dolžine. Načeloma 
želimo, da je ε pri fluoroforih čim večji (7). 
Pomembni lastnosti fluoroforov sta tudi dušenje in fotobledenje fluorescence. Dušenje 
fluorescence je definirano kot zmanjšanje kvantnega izkoristka zaradi interakcij z drugimi 
molekulami. Medtem ko je dušenje reverzibilen proces, je fotobledenje ireverzibilen proces 
uničenja fluorofora pod vplivom svetlobe. Do tega procesa pride zaradi premikov elektronov 
iz singletnih stanj v tripletna stanja. Pri tem pride do interakcij z drugimi molekulskimi 
zvrstmi s tripletnimi osnovnimi stanji npr. s kisikom. Rezultat takšnih interakcij je 
ireverzibilna sprememba v strukturi fluorofora in s tem izguba fluorescence. Drug učinek 
teh interakcij je lahko nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki kemijsko interagirajo z 
nekaterimi tarčami, kot so celične strukture in jih poškodujejo (10). 
1.2.2 Ključne lastnosti dobrih fluoroforov 
Pri izbiri fluoroforov za fluorescenčno mikroskopijo oz. spektroskopijo moramo biti pozorni 
na nekatere pomembne lastnosti izbranih molekul: 
• Absorpcijski in emisijski spekter 
• Ekstinkcijski koeficient 
• Kvantni izkoristek 
• Obnašanje v okolju 
• Selektivnost do tarč 
• Stabilnost (fotostabilnost in kemijska stabilna)  
 
Značilni organski fluorofori imajo prisotne konjugirane dvojne vezi, ki omogočajo 
razporeditev elektronov po rigidni in planarni strukturi (7, 10). Spojine z aromatskimi obroči 
tako dajejo bolj intenzivno emisijo kot le konjugirane dvojne vezi pri katerih ni zagotovljene 
planarnosti. Pri večini nesubstituiranih aromatskih spojin fluorescenca narašča s številom 
obročev. Pogostokrat enostavni aromati (kot npr. furan, piridin) sami sploh ne fluorescirajo, 
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združeni v večciklične spojine pa. Fluorescenca je bolj izražena v rigidnih molekulah, 
razlaga za takšno obnašanje molekul je lahko zmanjšanje deleža neradiativnih procesov (4)  
Na fluorescenco organskih fluoroforov imajo velik vpliv lastnosti okolice. Tako kvantni 
izkoristek večinoma pada z naraščanjem temperature, saj se s povečanjem trkov med 
molekulami pri povišanih temperaturah po veča verjetnost relaksacije dela energije pri trku. 
Podobno se zgodi pri zmanjšanju viskoznosti topila. Prav tako je pomembna narava topila. 
Po vzbujanju je dipol fluorofora v vzbujenem stanju drugačen kot dipol fluorofora v 
osnovnem stanju. Prihaja do interakcij dipol fluorofora – dipol topila, kar ima velik vpliv na 
valovno dolžino emisije. Če so te interakcije močnejše, pride do določene relaksacije 
fluorofora v vzbujenem stanju, kar se kaže kot premik emisijskega spektra v rdeče. Različna 
topila lahko tako pomembno vplivajo na položaj emisijskega spektra fluorofora (4, 5). 
1.3 Fluorescenčna mikroskopija 
Fluorescenčna mikroskopija nam omogoča pridobivanje podatkov o strukturi celic, pa tudi 
o dinamičnih procesih v celicah s pomočjo vzbujanja vzorcev s svetlobo in spremljanjem 
emisije fluoroforov (ali z njimi označenih tarč). Kljub mnogim prednostim, ki smo jih 
pridobili z razvojem takšnih optičnih mikroskopov je še vedno ostala največja 
pomanjkljivost slaba ločljivost. Ločljivost optičnih mikroskopov je definirana kot 
minimalna razdalja pri kateri dve točki v vzorcu vidimo ločeni. Najmanjša velikost objekta, 
ki jo lahko opazujemo s klasičnim svetlobnim mikroskopom pri idealnih pogojih je v x, y 






Enačba 4: Abbejeva uklonska limita pove, da svetloba valovne dolžine	λ, ki prehaja skozi 
snov z lomnim količnikom n pod kotom θ (slika 3) omogoča ločbo dveh objektov na razdalji 







 Slika 3: Kot 𝜃 predstavlja parameter v Abbejevi enačbi uklonke limite (prirejeno 
po 9) 
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Veliko bioloških procesov poteka v velikostnih redih pod uklonsko limito. V devetdesetih 
letih se je začel razvoj t. i. superresolucijskih tehnik fluorescenčne mikroskopije, ki so 
omogočile preskok iz prikaza mikrometrskih objektov na nanometrske. V osnovi obstajata 
dve vrsti fluorescenčne mikroskopije, konfokalna in širokokotna. Prva s pomočjo zaslonke 
omogoča opazovanje vzorca le v goriščni ravnini. Kar pomeni, da je hkrati osvetljen le 
majhen del vzorca. Pri širokokotni zajamemo večjo površino vzorca, saj osvetlimo širše 
območje. Novejše superresolucijske tehnike so STED, PALM, STORM ... Med sabo se 
razlikujejo po tipu osvetlitve (konfokalne in širokokotne), tipih uporabljenih fluoroforov, 
času zajema signala, obdelavi signalov in ločljivosti (12–14). 
1.4 STED  
Na področju fluorescenčne mikroskopije so opazovanja omejena z uklonsko limito (enačba 
4). Ideja o superresolucijskem mikroskopu z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) 
mikroskopu, ki bi odpravil to omejitev, je bila prvič predstavljena leta 1994, njen razvoj pa 
je vodil do Nobelove nagrade za kemijo leta 2014. Pri opazovanju vzorcev pod uklonsko 
limito svetlobnih mikroskopov je ključna sprememba v interakcijah vzbujenih fotonov s 
fluorescenčnimi sondami v vzorcu (15). Če lahko neodvisno »ugašamo« in »prižigamo« 
fluorescenčne sonde v vzorcu, dosežemo, da prej neločljive objekte vidimo ločeno. Pri 
STED mikroskopiji »izklapljamo« molekule v zunanjem delu opazovanih vzorcev (slika 4), 
kar dosežemo z dodatnim laserjem (STED laser) s t. i. stimulirano emisijo (16, 17).  
Stimulirana emisija, ki jo je leta 1916 prvi opisal Einstein, opisuje fenomen, pri katerem se 
fluorofor v vzbujenem stanju pri vzbujanju s fotoni ustrezne frekvence, vrne nazaj v osnovno 
stanje pred spontano emisijo. Frekvenca fotonov mora ustrezati razliki energije med 
osnovnim in vzbujenim stanjem molekul fluorofora. STED mikroskopija uporablja 
stimulirano emisijo, da določene molekule fluoroforov (fluorescenčnih sond) prisili v prehod 
iz vzbujenega stanja v osnovno stanje pred spontano emisijo (fluorescenco). Takšno 
»obnašanje« (deplecijo) molekul dosežemo s t. i. STED laserji, s katerimi z obsevanjem 
območja z obliko obroča zamejimo območjem, v katerem molekule emitirajo (16). 
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Slika 4: Princip delovanja pri STED mikroskopiji (prirejeno po 17) 
 
Slika 5: Shema STED mikroskopa (prirejeno po 18) z laserjema z valovno dolžino (λeks) vzbujevalnega laserja in valovno 
dolžino (λSTED)  STED laserja 
 
Na sliki 5 je predstavljena shema STED mikroskopa. Dve zrcali usmerjata vsaka svoj vir 
svetlobe iz dveh laserjev, vzbujevalnega (λeks) in STED laserja (λSTED), na vzorec. Pred 
zrcalom STED laserja je še fazna maska, ki oblikuje snop svetlobe v obliki kolobarja (18). 
Ločljivost, ki jo dosežemo s STED mikroskopi je odvisna od več parametrov. Poleg 
parametrov klasične enačbe uklonske limite (valovna dolžina, lomni količnik in kot apreture) 
tudi od razmerja med intenziteto STED laserja (IMAX) in intenziteto nasičenosti (ISAT), ki je 
odvisna od lastnosti fluorescenčne sonde. Prav odvisnost teh dveh parametrov (enačba 5) 
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kaže na sposobnost izboljšanja ločljivosti pod uklonsko limito s pomočjo fotofizikalnega 









Enačba 5: Enačba uklonske limite pri STED mikroskopu. IMAX predstavlja intenziteto STED 
laserja in ISAT intenziteto nasičenosti (16). 
 
Glede na enačbo 5 lahko sklepamo, da pri STED mikroskopiji dosežemo neskončno 
ločljivost s povečanjem intenzitete STED laserja. V praksi pa to lahko povzroči številne 
zaplete, ki omejujejo ločljivost STED mikroskopa. Pride lahko namreč do fotobledenja ali 
dušenja, pregrevanja vzorca, uničenja vzorca ali večfotonske absorpcije. Vse naštete 
dejavnike je treba pri izbiri parametrov pred snemanjem upoštevati in predstavljajo omejitve 
STED mikroskopa (18). 
Pri STED mikroskopiranju moramo biti pozorni, da z valovno dolžino STED laserja ne 
vzbujamo fluorofora. Druga pomembna lastnost STED laserja pa je, da je intenziteta signala 
STED laserja vsaj v centru opazovanja nič (19). 
1.4.1 Fluorofori za STED 
Načela, ki veljajo pri izbiri fluoroforov za konfokalno fluorescenčno mikroskopijo, so enaka 
kot pri STED mikroskopiranju z nekaj dodatnimi zahtevami. Za to tehniko so primerni 
fluorofori z resnično velikim kvantnim izkoristkom in molarnim ekstinkcijskim 
koeficientom. Vzrok je manjše število emitiranih fotonov (manjše opazovano območje) pri 
STED-u v primerjavi s klasično fluorescenčno mikroskopijo. Emisijski spekter fluorofora 
mora sovpadati z valovno dolžino STED laserja, sicer bo učinek stimulirane emisije majhen, 
kar bo poslabšalo ločljivost. Zaradi intenzitete laserja pa moram biti še bolj pozorni na 





1.5 Označevanje membran in okoljsko občutljive sonde 
S predhodnimi znanji sta leta 1972 Singer in Nicolson biološke membrane opisala kot fluidni 
fosfolipidni dvosloj, pri čimer lahko proteinske molekule lateralno difundirajo po membrani. 
Kmalu zatem so se oblikovale teorije, ki razlagajo nastanek različnih domen znotraj 
membran, t. i. urejenih in neurejenih faz. Pri urejenih fazah gre za bolj zgoščeno ureditev. V 
neurejenih fazah je ureditev manj zgoščena, k čimer prispeva ureditev vezi v hidrofobnem 
delu fosfolipidov (nenasičene vezi v alkilni verigi ustvarijo nelinearno ureditev). Poleg 
ureditve se domeni razlikujeta v prisotnosti holesterola, ki skupaj s sfingolipidi ustvarja 
urejeno fazo membrane (24, 25).  
Okoljsko občutljive fluorescentne sonde predstavljajo pomembno orodje za preučevanje z 
membranami povezanih fenomenov. Glavni dejavniki, ki vplivajo na odziv sonde v celičnih 
membranah, so fluidnost, polarnost in hidratacija membrane. Glede na te lastnosti membran 
delimo barvila med molekularne rotorje in solvatokromatska barvila. Pri prvih je intenziteta 
fluorescence odvisna od rotacij molekul fluoroforov, torej fluidnosti oz. viskoznosti 
membran. Bolj uporabljena je druga skupina, kamor sodijo fluorofori, katerih emisijski 
spektri so funkcija polarnosti in hidratacije okolja. Zaradi dipol-dipol interakcij in H-vezi z 
okoljem, pride do sprememb energij elektronskih prehodov in premikov absorpcijskih ter 
emisijskih spektrov. Vpliv elektron donorskih in elektron akceptorskih skupin spreminja 
dipolni moment fluorofora in tako substituenti na fluoroforih vplivajo na premike spektrov 
posameznih fluoroforov (26). 
Večino fluorescenčnih sond lahko uvrstimo v enega izmed treh razredov, glede na 
značilnosti posameznih delov membran. Prvi zajema fluorescenčne sonde, ki omogočajo 
označevanje specifičnih komponent membrane (npr. holesterola). V drugi razred sodijo 
sonde, ki razlikujejo membranske faze (urejeno in neurejeno) in se glede na afiniteto 
razporejajo le v eno od faz (najpogosteje v neurejeno fazo). Tretji razred pa zajemajo sonde, 
ki se porazdeljujejo med obe fazi, vendar jih lahko ločimo na podlagi obnašanja zaradi 
okoljskih razlik med fazama, kot sta polarnost in fluidnost (27). 
Preprosto usmerjanje hidrofobnih molekul v hidrofobni del membran in polarnih molekul v 
hidrofilni del membran, ni smiselno, saj se lahko še posebej majhne molekule umeščajo v 
tako polarne kot apolarne regije. Strategija pri pripravi sond je amfifilna struktura, ki utrdi 
fluorofor v ustrezni orientaciji in globini membrane. Podobno dosežemo s pripenjanjem 
ionske glave in dolge alkilne verige. Druga pomembna lastnost številnih okoljsko občutljivih 
sond sta elektron donorska in elektron akceptorska skupina, ki ju povezuje aromatski sistem. 
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Ob absorpciji fotona lahko pride do prenosa elektrona iz elektron donorske na elektron 
akceptorsko skupino oz. do tvorbe ICT kompleksa (internal charge transfer complex). 
Polarnejše okolje stabilizira tvorbo takšnega kompleksa, kar premakne valovno dolžino 
emisije k višjim valovnim dolžinam (26). 
1.5.1 Majhne organske molekule za označevanje lipidnih kapljic 
Lipidne kapljice skladiščijo lipide v svoji sredici in so pomembne pri metabolizmu lipidov, 
homeostazi energije in celični signalizaciji. Notranjost lipidnih kapljic je hidrofobna in 
obdana s fosfolipidnim monoslojem s hidrofobnimi verigami, ki segajo v notranjost in 
polarnimi glavami, ki so obrnjene proti hidrofilnemu citosolu. Po svoji hidrofobnosti v 
sredini se razlikujejo od ostalih celičnih organelov, ki so večinoma hidrofilni. Lipidne 
kapljice nastajajo v endoplazemskem retikulumu, kjer se tudi oblikujejo (20). 
Hidrofobna sredica je večinoma sestavljena iz triacilglicerolov (TAG) in sterolnih estrov 













Z mikroskopiranjem lahko ugotovimo lego in karakteriziramo lipidne kapljice z uporabo 
fluorescenčnih sond, ki specifično interagirajo s komponentami membrane lipidnih kapljic. 
Med majhnimi organskimi molekulami, ki jih uporabljamo kot fluorofore, so značilne 
skupine kumarini, ksanatani, cianini in oksazini (23). S spreminjanjem osnovnih skeletov 
spremenimo znotrajmolekularni prenos naboja (ICT) in s tem fotofizikalne lastnosti 
fluoroforov (Stokesov premik) (26). 
 
1.5.1.1 Kumarini  
Osnovni skelet kumarinov predstavlja odlično izhodišče za sintezo fluoroforov. Omogoča 
manipulacijo fotofizikalnih lastnosti s pripenjanjem različnih elektron donorskih in elektron 
Slika 6: Zgradba lipidnih kapljic in tvorba v endoplazemskem retikulumu (ER). TAG 
označuje triacilglicerole in SE sterolne estre (prirejeno po 21) 
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akceptorskih skupin. Vpeljava elektron donorskih skupin na mesto 7 (npr. amino ali hidroksi 
skupine) in elektron akceptorskih na mesto 3 izboljša kvantne izkoristke in pomakne 
emisijski spekter proti višjim valovnim dolžinam, kot npr. pri sondi Star470 SXP (slika 7). 
Prav tako fotofizikalne lastnosti izboljša rigidizacija, predvsem rigidizacija amino skupine 
na mestu 7 izboljša tudi fotostabilnost fluorofora. Zelo močan akceptor z močnim 
induktivnim učinkom na mestu 4 pa predvsem poveča Stokesov premik. Za razliko od ostalih 
družin fluoroforov, povezavo med fotofozikalnimi lastnostmi in strukturo v primeru 
kumarinov relativno dobro poznamo (28, 29). 
 
Slika 7: Levo: Kumarinski skelet z označenimi mesti 3, 4 in 7. Desno: Star470 SXP – primer fluorescenčnega 
označevalca za označevanje proteinov na osnovi kumarinskega skeleta (amin na mestu 7 je vpet v rigidni skelet, na 
mestih 3 in 4 pa sta prisotni elektron akceptorski skupini) (prirejeno po 29) 
 
1.5.1.2 Oksazini 
Oksazini so šestčlenske ciklične spojine, ki vsebujejo en dušik in en kisik ter dve nenasičeni 
vezi. Številni fluorofori vsebujejo opisan fragment, mednje sodita tudi barvili nilsko rdeče 
in nilsko modro, ki sodita v podskupino benzofenoksazinov (slika 8). Benzofenoksazini, 
predvsem derivati nilsko rdečega, so v vodi slabo topni, se pa dobro raztapljajo v organskih 
toplih in veljajo za dobre hidrofobne fluorescenčne sonde. Tudi pri teh razporeditev elektron 
donorskih in akceptorskih skupin, kot pri kumarinih, pomembno vpliva na lastnosti 
fluorescence. Pri nilsko rdečem je pomemben elektron donorski vpliv dietil amina na mestu 
9 in karbonilne akceptorske skupine na mestu 5 (30). Na položaju 2 je pogosto vezana 
hidroksilna skupina, ki služi za uvedbo različnih funkcionalnih skupin. Kakšen ima vpliv 
substitucija na druga mesta pa še ni dobro poznana (41). 
 
Slika 8: Osnovni oksazinski in fenoksazinski skelet ter fluorofora nilsko rdeče in nilsko modro 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA  
Namen magistrske naloge je sinteza novih fluorescentnih sond za označevanje lipidnih 
kapljic in ocena uporabnosti sintetiziranih sond na STED mikroskopu. Strategija pri 
načrtovanju tovrstnih sond je preprosta – sonda mora biti dovolj lipofilna, da se ujame v 
lipidne kapljice na osnovi svojih fizikalnih lastnosti. Primer takšne sonde je barvilo nilsko 
rdeče, a ima slednje premalo emisije pri 775 nm, da bi bilo uporabno na STED mikroskopu, 
ki ga imajo na Institutu Jožefa Stefana. Na Fakulteti za farmacijo (FFA) je zato že bilo  
pripravljenih nekaj sond za označevanje lipidnih kapljic na osnovi nilsko rdečega, a se je to 
barvilo porazdeljevalo tudi drugam in je bilo zato prisotnega kar nekaj signala ozadja. V tej 
magistrski nalogi bomo poizkusili pripraviti še nekoliko lipofilnejši derivat nilsko rdečega 
in mu s tem povečali selektivnost pri porazdeljevanju v lipidne kapljice (slika 9). Ker je prvi 
del sintezne poti do nilsko rdečega in kumarinov skupen, bomo poizkusili pripraviti tudi 
derivat 4-cianokumarinov, saj so se ti izkazali kot zelo dobri STED fluorofori. Tudi 4-
cianokumarini bodo pripravljeni kot označevalci lipidnih kapljic. 
   
Slika 9: Rigidizacija amino skupine in dodatna dvojna vez pri SAG-39 (fragment je označen z zeleno) je prinesla ustrezen 
premik emisije k višjim valovnim dolžina v primerjavi z nilskim rdečim. Slednje lastnosti SAG-39 bomo obdržali, namesto 
metilnih skupin pa bomo uvedli lipofilnejši cikloheksilni skupini (označeni z rdečo). 
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V nadaljevanju bomo pripravili sondo za označevanje membran na osnovi nilsko rdečega 
(slika 10). Slednje barvilo velja za okoljsko zelo občutljivo, zato bi se dalo s to sondo 
spremljati polarnost oz. spremembe polarnosti membrane. Da bi zagotovili ustrezno 
porazdeljevanje in orientacijo sonde v membrani, bomo najprej pripravili derivat nilsko 
rdečega z alkinsko skupino, ki jo bomo s »klik« reakcijo pripeli na amfifilen azid. 
 
Slika 10: Struktura načrtovane okoljsko občutljive sonde za preučevanje membran 
Sintetiziranim sondam bomo po sintezi in analizi izmerili absorpcijske ter emisijske spektre 
na fluorescenčnem spektrometru. Sonde z ustreznimi spektri bomo poslali na test s STED 
mikroskopom na Institut Jožef Stefan v Ljubljani, kjer bomo ocenili selektivnost za 
označevanje lipidnih kapljic oz. membran.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti in topila 
Za sintezo in izolacijo spojin smo uporabili reagente in topila proizvajalcev Merck®, Sigma-
Aldrich®, Fluka® in TCI®. Z destilacijo smo pred uporabo pripravili brezvodni DKM. Za 
prepihovanje bučk in reagentov smo uporabili argon, mobilne faze za kolonsko 
kromatografijo pa smo pri nekaterih stopnjah prepihali z amonijakom. 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
• Rotavaporje različnih tipov BÜCHI®   
• UV detektor CAMAG® UV-cabinet II 
• Magnetna mešala z oljno kopeljo oz. grelcem IKA® RCT basic IKA® MAG Magnetic 
stirrer  
• Ultrazvočna kadička ISKRA® PIO SONIS 4  
• UV svetilka CAMAG® UV-cabinet II (λ = 254 nm / 366 nm)  
• Drugo (laboratorijska steklovina, analitske in precizne tehtnice, toplotna pištola, 
vakuumska črpalka) 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
3.2.1.1 Tankoplastna komatografija  
Za spremljanje poteka reakcij in izolacij s kolonsko kromatografijo smo uporabljali 
tankoplastno kromatografijo (TLC). Uporabili smo plošče TLC Silica gel 60 F254 
proizvajalca Merck KGaA® z aluminijastim nosilcem, na katerega je nanešena stacionarna 
faza silikagel. Pri nekaterih stopnjah smo preverili obnašanje produktov tudi na ploščah, kjer 
je stacionarna faza aluminijev oksid. Plošče smo razvijali v različnih sestavah mobilnih faz, 
ki so omogočale dobro ločbo produkta. Ker so bile uporabljene TLC plošče označene z 
indikatorjem, smo za detekcijo uporabili UV svetlobo valovnih dolžin l = 254 nm in l = 
366 nm. Nekatere TLC plošče smo orosili z orositvenimi reagent glede na kemijsko strukturo 
predvidenega produkta (ninhidrin, fosfomolibdenova kislina). 
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3.2.1.2 Kolonska kromatografija 
Za čiščenje in ločbo produktov reakcij smo uporabljali kolonsko kromatografijo. Pri tem 
smo uporabili kolone različnih velikosti. Kot stacionarno fazo smo uporabljali Silica gel 60 
(0.040–0.063 mm) proizvajalca Merck®, za mobilno fazo pa smo uporabljali različne sestave 
topil, ki smo jih navedli pri posameznih stopnjah. Produkte sintez smo na kolono nanašali z 
običajnim ali suhim nanosom. Pri prvem smo produkt reakcij dobro raztopili v ustreznem 
topilu in nanesli na kolono, pri suhem nanosu pa smo produkt najprej raztopili v lahko 
hlapnem topilu, dodali silikagel, uparili topilo pod znižanim tlakom in suh ter sipek silikagel 
nanesli na kolono. Frakcijam, ki so bile čiste in vsebovale želen produkt, smo uparili topilo 
pod znižanim tlakom.  
3.2.2 Spektroskopske in spektrometrične metode 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca  
1H in 1C spektri jedrske magnetne resonance (NMR) so bili posneti na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani na napravi Bruker® AVANCE III. Za protonsko spektroskopijo smo 
uporabili 400 MHz, pri meritvah 13C spektrov pa 101 MHz. Spojne smo raztapljali v 
različnih topilih (CDCl3, aceton). Uporabljena topila in pogoje snemanj smo zavedli pri 
posameznih rezultatih meritev. Spektre smo analizirali in obdelali v programu 
MestReNova® (različica 14.1.1) proizvajalca Mestrelab Research S.L®. 
3.2.2.2 Masna spektrometrija  
Elementno sestavo in relativno molsko maso spojin smo preverili s pomočjo masnega 
spektrometra Thermo	Scientific®	Orbitrap Mass Spectrometer na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. 
3.2.2.3 Fluoroscenčna spektrometrija 
Absorpcijske in emisijske spektre spojin smo posneli na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani na fluorescenčnem spektrometru PerkinElmer® LS 55. Priprava vzorcev je opisana 
pri rezultatih meritev. 
3.2.3 Ostalo 
Temperaturo tališč smo določili s pomočjo mikroskopa z ogrevalno mizico na Fakulteti za 
farmacijo. 
Strukture spojin smo risali s pomočjo programa ChemDraw Professional® proizvajalca 
PerkinElmer Informatics® (različica 16.0.1.4), s katerim smo spojine tudi poimenovali in 





























































































4.1.1 Sinteza 7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolina (1) 
Sinteza:  
  
V 50-mililitrsko bučko smo k m-anizidinu (24,36 mmol; 3,00 g; 1 eq.) dodali aceton (73,08 
mmol; 5,37 ml; 3 eq.) in katalizator indijev (III) klorid (400 mg). Reakcijsko zmes smo 
mešali čez noč pri sobni temperaturi. Pred tem smo zmes prepihali z argonom.  
Izolacija: 
Po poteku reakcije (kar smo preverili s TLC) smo uparili aceton pod znižanim tlakom in 
očistili produkt s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/20 → 1/10. 
Produkt:  
Sestava: C13H17NO 
Molska masa: 203,29 ,
$-.
 
Izgled: brezbarvni kristali 
Izkoristek: 2,67 g (54 %) 
Rf = 0,38 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.19 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 
6.01 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.18 (t, J = 1.4 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.69 (s, 1H), 1.95 (d, J = 1.5 
Hz, 3H), 1.26 (s, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 160.19, 144.63, 128.22, 125.96, 124.64, 115.37, 102.28, 
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4.1.2 Sinteza 7-metoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolina (2) 
Sinteza: 
  
V 100-militrski bučki smo spojino 1 (13,13 mmol; 2,67 g; 1 eq.) raztopili 50 ml DMF. Med 
mešanjem smo počasi dodali MeI (19,70 mmol; 1,23 ml; 1,5 eq.) in K2CO3 (16,41 mmol; 
2,27 g; 1,25 eq.). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na 110 °C. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo ohladili in ji dodali 10 ml 25 % amonijaka. Nato smo dodali 100 ml 
EtOAc ter spirali s 6 ´ 50 ml prečiščene vode. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali in uparili EtOAc pod znižanim tlakom. Spojino smo brez dodatnega čiščnje 
uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
Produkt:  
Sestava: C14H19NO 
Molska masa: 217,31  ,
$-.
 
Izgled: rjavo-rumena viskozna tekočina 
Izkoristek: 1,95 g (68,42 %) 
Rf = 0,53 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.18 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 
6.10 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 2.77 (s, 3H), 1.95 (d, J = 1.4 
Hz, 3H), 1.28 (s, 6H) 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 160.55, 146.68, 127.84, 127.63, 124.02, 117.23, 99.64, 














4.1.3 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (3) 
Sinteza: 
  
V 250-militrski suhi bučki smo spojino 2 (7,98 mmol; 1,734 g; 1 eq.) raztopili v 100 ml 
brezvodnega DKM in bučko prepihali z argonom. Reakcijsko zmes smo ohladili na – 65 °C 
(etila acetatu smo dodali ustrezno količino tekočega dušika). Skozi septum smo po kapljicah 
dodali 1 M BBr3 (15 mmol; 15 ml; 3,8 eq.). Zmes smo mešali preko noči pri sobni 
temperaturi. 
Izolacija: 
Zmes smo naslednji dan dobro ohladili na ledeni kopeli in med mešanjem dodali nasičeno 
raztopino NH4Cl (5 ml) ter mešali 5 min. Nato smo zmes nevtralizirali z dodajanjem 
nasičene raztopine NaHCO3 (85 ml), nato smo zmesi dodali še DKM (20 ml). Organsko fazo 
smo spirali s prečiščeno vodo (5 ´ 50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko 
fazo smo sušili z Na2SO4 in odparili topila pod znižanim tlakom. Produkt smo čistili s 
kolonsko kromatografijo z mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/10 ® 1/5. 
Produkt:  
Sestava: C13H17NO 
Molska masa: 203,29  ,
$-.
 
Izgled: beli kristali  
Ttališča: 89–92 °C 
Izkoristek: 0,655 g (40 %) 
Rf = 0,20 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, Acetone): δ 6.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.95 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H), 












4.1.4 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-6-nitrozo-1,2-dihidrokinolin-7-ola (4) 
Sinteza: 
  
V 100-mililitrski bučki smo v 20 ml etanola raztopili spojino 3 (3,10 mmol; 630 mg; 1 eq.). 
Na ledu smo med mešanjem dodali 0,9 ml koncentrirane HCl in pustili mešati pet minut. 
Nato smo dodali NaNO2 (3,72 mmol; 275 mg; 1,2 eq.) in nekaj ml (6 ml) prečiščene vode, 
s čimer smo omogočili raztapljanje NaNO2.   
Izolacija: 
Potek reakcije je nakazovalo temno rdeče obarvanje reakcijske zmesi. Produkt smo preverili 
na TLC-ju in po dveh urah uparili EtOH ter preostanek topil (zaostanek vode) odstranili na 
vakumski črpalki. Spojino smo takoj in brez nadaljnjega čiščenja uporabili v naslednji 
stopnji sinteze, pri čemer smo upoštevali 100 % izkoristek reakcije. 
Produkt:  
Sestava: C13H16N2O2 
Molska masa:  232,28 ,
$-.
 
Izgled: vijolična trdna snov 
Izkoristek: / 






















K produktu 4 (3,10 mmol; 1 eq.) smo dodali 30 ml DMF, ga raztopili in dodali 1,6-
dihidroksinaftalen (3,10 mmol; 496 mg; 1 eq.). Bučko smo opremili s hladilnikom in mešali 
čez noč na 100 °C. 
Izolacija: 
Zmesi smo  dodali 100 ml prečiščene vode in 150 ml EtOAc, prenesli v lij ločnik in spirali 
s 3 × 100 ml prečiščene vode in 50 ml nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili z 
brezvodnim Na2SO4 in odstranili topilo pod znižanim tlakom. Sledilo je čiščenje s kolonsko 
kromatografijo v mobilni fazi EtOAc/Hex = 2/1.  
Produkt: 
Sestava: C23H20N2O3 
Molska masa: 372,42 ,
$-.
 
Izgled: vijolično-modra viskozna snov 
Izkoristek: 199 mg (17 %) 
Rf = 0,38 (MF: EtOAc/Hex = 1/2) 
Rf = 0,49 (MF: EtOAc/Hex = 2/1) 
1H NMR: Pri snemanju NMR smo imeli težave, saj je produkt zelo slabo topen v večini 
topil, za potrditev istovetnosti smo uporabili HRMS. 




















Produkt 5 (0,379 mmol; 141 mg; 1 eq.) smo raztopili v 50 ml DMF in  dodali še 80 % 
raztopino propargil bromida v toluenu (1,516 mmol; 225 µl; 4 eq.) in K2CO3 (1,516 mmol; 
210 mg; 4 eq.). Zmes smo mešali na 70 °C pustili čez noč. 
Izolacija: 
Potek reakcije smo spremljali s TLC kromatografijo. Ko je reakcija potekla do konca smo  
reakcijski zmesi dodali 100 ml EtOAc in izvedli sprali s 3 × 100 ml prečiščene vode in 75 
ml nasičene raztopine NaCl. Živo rdečo organsko fazo smo posušili z Na2SO4. Produkt smo 




Molska masa:  410,16 ,
$-.
 
Izgled: vijolična viskozna snov 
Izkoristek: 19 mg (13 %) 
Rf = 0,55 (MF: EtOAc/Hex = 2/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.24 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.36 (s, 
1H), 7.23 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 6.29 (s, 1H), 5.36 (s, 1H), 4.89 (d, J = 2.3 
Hz, 2H), 2.94 (s, 3H), 2.59 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 2.06 (s, 2H), 1.42 (s, 6H). 















4.1.7 Sinteza 2-(metil(tetradecil)amino)etan-1-ola (7) 
Sinteza: 
  
2-(metilamino)etanol (16,23 mmol; 1,22 g; 1,5 eq.) smo raztopili v 10 ml acetonitrila in 
dodali 1-bromotetradekan (10,82 mmol; 3,00 g; 1 eq.) ter K2CO3 (13,53 mmol; 1,87 g; 1,25 
eq.). Reakcijsko zmesi smo mešali pri 70 °C na oljni kopeli preko noči. 
Izolacija: 
Po poteku reakcije smo dodali 50 ml EtOAc in spirali s 4 × 50 ml prečiščene vode in 100 ml 
nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posušili z brezvodnim Na2SO4. Nato smo 
izvedli kolonsko kromatografijo, kjer smo se s prvo MF, t. j. čistim diklorometanom znebili 
izhodne spojine naslednje frakcije pa smo zbrali z MF DKM/MeOH = 20/1, ki smo jo 




Molska masa: 271,49 ,
$-.
 
Izgled: bela oborina 
Izkoristek: 1,77 g (60 %) 
Rf = 0,72 (MF: DKM/MeOH = 1/9) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3.62–3.53 (m, 2H), 2.91 (bs, 1H), 2.53–2.49 (m, 2H), 2.43 
–2.32 (m, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.52–1.37 (m, 2H), 1.35–1.05 (m, 22H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 
3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 58.85, 58.45, 57.93, 41.70, 32.07, 29.84, 29.81, 29.78, 
29.73, 29.50, 27.49, 22.83, 14.26. 











4.1.8 Sinteza N-(2-azidoetil)-N-metiltetradekan-1-amina (8) 
Sinteza in izolacija: 
  
Spojino 7 (1,619 g; 5,96 mmol; 1 eq.) smo raztopili v 30 ml DKM, dodali N,N-
diizopropiletilamin (1,14 ml; 6,56 mmol; 1,1 eq.) in reakcijsko zmes ohladili na ledeni 
kopeli. Nato smo k zmesi dodali mezil klorid (0,484 ml; 6,26 mmol; 1,05 eq.) . S TLC smo 
spremljali potek reakcije. Po eni uri smo ocenili, da je reakcija v celoti potekla in s 
produktom nadaljevali v naslednjo stopnjo sinteze. Reakcijsko zmes smo spirali s 3 × 50 ml 
prečiščene vode in 30 ml nasičene raztopine NaCl, posušili organsko fazo z Na2SO4 in 
odparili topilo pod znižanim tlakom. Pred naslednjo stopnjo smo produkt s pomočjo 
vakumske črpalke še dobro osušili.  
Vsebino bučke smo nato raztopili v 20 ml DMF in dodali natrijev azid (1,94 g; 29,8 mmmol; 
5 eq.) in kalijev jodid (100 mg).  Reakcijsko zmes smo mešali pri 55 °C čez vikend. Po 
poteku reakcije smo k vsebini bučke dodali 75 ml EtOAc in spirali z 2 × 50 ml prečiščene 
vode, ki smo jo predhodno rahlo naalkalili s trietilaminom in 50 ml nasičene raztopine NaCl. 
Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in odparili EtOAc pod znižanim tlakom.  
Produkt: 
Sestava: C17H36N4 
Molska masa: 296,50 ,
$-.
 
Izgled: belo rumenkasta viskozna tekočina 
Izkoristek: 426 mg (24 %) 
Rf = 0,86 (MF: DKM/MeOH = 1/9) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3.32 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.43 – 2.33 
(m, 2H), 2.26 (s, 3H), 1.51 – 1.41 (m, 2H), 1.35 – 1.19 (m, 22H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 58.17, 56.52, 49.16, 42.39, 32.06, 29.82, 29.81, 29.79, 
29.77, 29.73, 29.50, 27.52, 27.41, 22.83, 14.26. 










4.1.9 Sinteza 3-((2-azidoetil)(metil)(tetradecil)amonijevega)propan-1-sulfonata (9) 
Sinteza: 
  
V 50-mililitrski bučki smo v acetonitrilu raztopili spojino 8 (126 mg; 0,425 mmol; 1 eq.) in 
dodali 1,3-propansulton (57 mg; 0,467 mmol; 1,1 eq.). Vsebino bučke smo nekaj časa mešali 
na sobni T, nato smo reakcijsko zmes mešali na 50 °C. Po štirih urah je na TLC ploščici še 
vedno prisotna izhodna spojina, zato smo dodali še 2 eq. 1,3-propansultona, odpareli smo 
tudi ACN in pustili reakcijo potekati preko noči brez topila.  
Izolacija: 
Po 24 h je reakcija potekla (na TLC ni bilo vidne izhodne spojine). Produktu v bučki smo 
dolili dietil eter in vsebino dobro premešali ter postavili na ultrazvočno kopel (15 min). Eter 
smo previdno odlili, da je v bučki ostal trdni zaostanek. K zaostanku smo še enkrat dolili 
sveži dietil eter in ponovili postopek. Trden zaostanek smo  sušili na vakumski črpalki. Surov 




Molska masa: 418,64 ,
$-.
 
Izgled: bela viskozna snov 
Izkoristek: 173 mg (98 %) 























V 50-militrski bučki smo v MeOH raztopili spojino 8 (19 mg; 0,0666 mmol; 1,3 eq.) in 
dodali spojino 6 (21 mg; 0,0512 mmol; 1 eq.). Dodali smo še 20 µl Et3N in konico spatula 
bakrovega bromida. Vsebino smo mešali pri 45 °C preko noči.  
Izolacija: 
Odparili smo topilo in izvedli kolonsko kromatografijo v MF:  EtOAc ® EtOAc/MeOH = 
10/1 ®  EtOAc/MeOH = 10/1 (prepihana z amonijakom). 
Produkt: 
Sestava: C43H56N6O3 
Molska masa:  706,98 ,
$-.
 
Izgled: vijolična oborina 
Izkoristek:  26 mg (72 %) 






























V bučki smo v metanolu raztopili spojino 6 (13 mg; 0,0328 mmol; 1 eq.) in dodali spojino 
9 (27 mg; 0,0656 mmol; 2 eq.). V zmes smo dodali 20 µl baze (Et3N) in konico spatule 
bakrovega bromida. Zmesi smo dodali magnet in bučko vpeli v oljno kopel segreto na 45 °C 
ter pustili mešati čez noč. 
Izolacija: 
Vsebini bučke smo odparili zaostanek topil in izbrali MF za kolonsko kromatografijo. 
Izvedli smo jo najprej v MF DKM/MeOH = 6/1, da smo se znebili nečistot. Nato smo 
produkt postopoma eluirali z MF DKM/MeOH = 6/1 ®  4/1 ® 2/1, vse mobilne faze smo 
prej prepihali z amonijakom. Izbranim frakcijam smo odparili topilo in tako izolirali 10 mg 
našega produkta 11. 
Produkt: 
Sestava: C46H66N6O6S 
Molska masa:  829,11 ,
$-.
 
Izgled: vijolični kristali 
Ttališča: 92–95 °C 


























Rf = 0,18 (MF: DKM/MeOH = 6/1),  Rf = 0,40 (MF: DKM/MeOH = 4/1), Rf = 0,49 (MF: 
DKM/MeOH = 2/1) – vse MF smo prepihali z amonijakom 






K produktu 10 (46 mg; 0,0651 mmol: 1 eq.) smo dodali 1,3-propansulton (8 mg; 0,0655 
mmol; 1,01 eq.) in reakcijsko zmes brez topila pustili mešati na oljni kopeli čez noč pri 50 
°C. 
Izolacija: 
Produktu 11 smo prilili dietil eter in ga z njim večkrat sprali. Naš produkt se je oboril, 
posušili smo ga na vakumski črpalki. 
Produkt: 
Sestava: C46H64N6O6S 
Molska masa:  829,11 ,
$-.
 
Izgled: vijolična oborina 
Izkoristek:  6 mg (11 %) 




































































          
V 50-mililitrsko bučko smo k m-anizidinu (24,36 mmol; 3,00 g; 1 eq.) dodali cikloheksanon 
(73,08 mmol; 7,63 ml; 3 eq.) in katalizator indijev (III) klorid (400 mg). Reakcijsko zmes 
smo mešali čez noč pri 60 °C. Pred tem smo zmes prepihali še z argonom. Potek reakcije 
smo spremljali s TLC.  
Izolacija in čiščenje: 
Ker je s TLC plošče izginila lisa izhodne spojine, smo po enem dnevu odstranili topilo na 
vakumski črpalki in izvedli čiščenje s kolonsko kromatografijo s suhim nanosom v MF 
EtOAc/Hex = 1/20. MF smo odparili pod znižanim tlakom in produkt posušili še na 
vakumski črpalki. NMR analiza ni potrdila želenega produkta. 
Optimizacijo sinteze 1,2-dihidrokinolinov (spojina 12) smo izvedli po postopku opisanem v 
članku Regioselective Synthesis of 1,2-dihidroquinolines by a Solvent-Free MgBr2-
Catalyzed Multicomponent reaction, glede na razpoložljivost reagentov smo nekoliko 
modoficirali opisan postopek. 
Sinteza: 
   
V 100-mililitrsko bučko smo k m-anizidinu (17,62 mmol; 2,17 g; 1 eq.) dodali 
cikloheksanon (88,10 mmol; 9,20 ml; 5 eq.), Li2CO3 (35,24 mmol; 2,60 g; 2 eq.), LiBr (17,62 
mmol; 1,53 g; 1 eq.) in MgCl2 (17,62 mmol; 1,68 g; 1 eq.)  Reakcijsko zmes smo prepihali 
z argonom in mešali na oljni kopeli segreti na 60 °C preko noči. Potek reakcije smo 














Po poteku reakcije smo produktu dodali 5 ml 10 % raztopine NH4Cl in 50 ml EtOAc ter 
spirali organsko fazo z 3 ´ 50 ml prečiščene vode. Organsko fazo smo posušili z brezvodnim 
Na2SO4 in odstranili topilo pod znižanim tlakom. Nato smo zaostanek čistili s kolonsko 
kromatografijo v MF EtOAc/Hex = 1/10.  
Produkt:  
Sestava: C19H25NO 
Molska masa: 283,42 ,
$-.
 
Izgled: beli kristali 
Ttališča: 72–75 °C 
Izkoristek: 4,821 g (97 %) 
Rf = 0,40 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 
6.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.75 (s, 1H), 2.40 – 2.28 (m, 4H), 2.20–2.02 (m, 4H), 
1.82–1.08 (m, 10H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 161.94, 144.32, 133.13, 123.14, 118.00, 102.88, 98.62, 














V 100-mililitrsko bučko smo spojino 12 (16,93 mmol; 4,80 g; 1 eq.) raztopili v 40 ml DMF. 
Med mešanjem na sobni temperaturi smo dodali K2CO3 (21,17 mmol; 2,93 g; 1,25 eq.) in po 
kapljicah še metiljodid (25,40 mmol; 1,61 ml; 1,5 eq.). Reakcijsko zmes smo opremili s 
hladilnikom in magnetom ter pustili mešati čez noč na 110 °C. 
Izolacija: 
Zmes smo naslednji dan ohladili in ji dodali 3 ml 25 % amonijaka. Reakcijsko zmes smo 
filtrirali in filtratu dodali 120 ml EtOAc ter spirali s 5 ´ 50 ml prečiščene vode in nasičeno 
raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4, odfiltrirali in uparili EtOAc. 
Nato smo čistili spojino s kolonsko kromatografijo s suhim nanosom z mobilno fazo 
EtOAc/Hex = 1/30 ® 1/20  EtOAc/Hex = 1/10. Produkt sušili še na vakumski črpalki. 
Produkt: 
Sestava: C20H27NO 
Molska masa: 297,44  ,
$-.
 
Izgled: rjava viskozna tekočina 
Izkoristek: 2,745 g (55 %) 
Rf = 0,71 (MF: EtOAc/Hex=1/10) 
1H NMR (400 MHz, Acetone): δ 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.39 
(dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 3.62 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.26–2.06 (m, 2H), 2.04–1.86 (m, 2H), 
1.77–0.97 (m, 14H). 
13C NMR (101 MHz, Acetone): δ 159.02, 147.92, 133.24, 124.30, 124.23, 122.48, 108.72, 
107.78, 57.52, 54.51, 37.20, 31.26, 26.08, 25.52, 25.13, 23.15, 22.54, 21.63. 
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V 250-militrski suhi bučki smo spojino 13 (6,59 mmol; 1,96 g; 1 eq.) raztopili v 150 ml 
brezvodnega DKM in bučko prepihali z argonom. Reakcijsko zmes smo ohladili na – 65 °C 
(EtOAc smo dodali tekoči dušik). Skozi septum smo počasi dodali 1 M BBr3 (25 mmol; 25 
ml; 3,8 eq.) ter bučko prepihali z argonom. Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni 
temperaturi čez noč. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes smo naslednji dan dobro ohladili na vodni kopeli in med mešanjem dodali 
nasičeno raztopino NH4Cl (7 ml) ter pustili mešati 5 min. Nato smo zmes nevtralizirali z 
dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 (145 ml) in dodali DKM (35 ml). Organsko fazo 
smo sprali s prečiščeno vodo (4 ´ 50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo 
smo nato posušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topila pod znižanim tlakom. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo s suhim nanosom z mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/5 ® 1/10. 
Produkt:  
Sestava: C19H25NO 
Molska masa: 283,42  ,
$-.
 
Izgled: temno zeleni kristali 
Ttališča: 74–77 °C 
Izkoristek: 0,898 g (48 %) 
Rf = 0,29 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, Acetone): δ 8.09 (bs, 1H), 7.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 2.5 
Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 2.57 (s, 3H), 1.83 – 0.98 (m, 18H).	
 









Na ledeni kopeli smo k k 4,5 ml brezvodnega DMF dodali POCl3 (15,50 mmol; 1,42 ml; 10 
eq.). Zmes smo mešati pol ure na ledeni kopeli. K tej raztopini smo po kapljicah dodali  
spojino 14 (1,55 mmol; 0,438 g; 1 eq.), ki smo jo prej raztopili v 2,5 ml brezvodnega DMF. 
Reakcijsko zmes smo nato zopet prepihali z argonom in segrevali na 75 °C dve uri.  
Izolacija: 
Po dveh urah smo reakcijsko zmes zlili v čašo hladne prečiščene vode (200 ml) in pustili 
mešati eno uro ter dodali še 100 ml EtOAc. Nato smo postopoma dodali Na2CO3 (38,63 
mmol, 3,24 g; 5 eq.) za nevtralizacijo kislin dokler ni raztopina dosegla pH 8 (kar smo 
spremljali s pH lističi). Reakcijsko zmes smo dopolnili s 100 ml EtOAc, prenesli v lij ločnik 
in organsko fazo sprali s prečiščeno vodo (4 ´ 50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 ml). 
Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom uparili EtOAc. Zaostanek 
smo čistili s kolonsko kromatografijo z EtOAc/Hex = 1/20.  
Produkt:  
Sestava: C20H25NO2 
Molska masa: 311,43  ,
$-.
 
Izgled: rjavo-oranžna viskozna tekočina 
Izkoristek: 0,330 g (68 %) 
Rf = 0,49 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.74 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 5.29 (s, 3H), 3.14 – 1.07 (m, 
18H).	
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 194.99, 164.19, 149.81, 135.81, 125.87, 124.14, 118.65, 
112.11, 101.18, 53.67, 37.26, 33.12, 26.74, 25.58, 25.40, 23.24, 22.23.	






4.2.5 Sinteza etil-2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetata (16)	
Sinteza: 
 
K etil-2-cianoacetatu (28,11 mmmol; 3 ml; 1 eq.) smo dodali 2-aminotiofenol (30,92 mmol; 
3,1 ml; 1,1 eq.) ter pustili mešati na 130 °C čez noč. 
Izolacija: 




Molska masa: 221,27  ,
$-.
 
Izgled: rjava trdna snov 
Izkoristek:  / 






























Spojino 15 (0,909 mmol; 0,283 g; 1 eq.) smo raztopili v brezvodnem EtOH (15 ml) in med 
mešanjem dodali piperidin (1,818 mmol; 1,8 ml; 2 eq.) in spojino 16 (1,364 mmol; 0,302 g; 
1,5 eq.) ter segrevali pri pogojih refluksa  (95 °C) čez noč.  
Izolacija: 
Naslednji dan smo v bučko dodali nekaj prečiščene vode (2 ml), produkt se je oboril, nato 
pa  smo ga s presesavanjem odfiltrirali. Matičnica je še vsebovala nekaj produkta, zato smo 
ga ločeno izolirali tudi iz matičnice z ekstrakcijo. Produkt smo brez nadaljnjega čiščenja 
uporabili v naslednji stopnji. 
Produkt:  
Sestava: C29H28N2O2S 
Molska masa: 468,62  ,
$-.
 
Izgled: oranžni kristali 
Ttališča: 231–234 °C 
Izkoristek:  0,273 g (64 %) 
Rf = 0,39 (MF: EtOAc/Hex = 1/10) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.98 (s, 1H), 8.07–8.00 (m, 1H), 7.99–7.92 (m, 1H),7.53–
7.44 (m, 1H), 7.41 – 7.33 (m, 1H), 7.38 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 3.25 (s, 3H), 2.42 (d, J = 6.1 




















Z 6 ml DMF smo v 100-militrski bučki raztopili spojino 17 (0,394 mmol; 180 mg; 1 eq.) in 
ji dodali KCN (1,183 mmol; 77 mg; 3 eq.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 1,5 h na 
magnetnem mešalu. Nato smo previdno dodali raztopino Br2  v DMF (44 mg/ml), pri čimer 
se je barva hitro spremenila iz oranžne v vijolično. 
Izolacija: 
Po 0,5 h je glede na TLC analizo reakcija potekla do konca. Zmesi smo dodali 150 ml EtoAc 
in spirali z raztopino natrijevega tiosulfata (100 ml), nato še z 5 × 100 ml prečiščene vode in 
z 100 ml nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo intenzivne roza barve smo posušili z 
brezvodnim Na2SO4 in pod znižanim tlakom uparili EtOAc. Spojino smo očistili s kolonsko 
kromatografijo z DKM/Hex = 10/1.  Frakcije, ki so vsebovale poleg produkta še druge 
nečistote smo čistili še s kolonsko kromatografijo z MF toluen/MeOH = 1/0 ® 10/1. 
Produkt:  
Sestava: C30H27N3O2S 
Molska masa: 493,63  ,
$-.
 
Izgled: temno vijolični kristali 
Ttališča:: 189–193 °C 
Izkoristek:  85 mg (49 %) 
Rf = 0,47 (MF: EtOAc/Hex = 1/10); 0,37 (MF: toluen); 0,67 (DKM/MeOH = 10/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.28–8.15 (m, 1H), 7.97– 7.91 (m, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.75– 
7.49 (m, 1H), 7.46– 7.40 (m, 1H), 6.69 (s, 1H), 3.29 (s, 3H), 2.61 – 0.81 (m, 18H). 


















Sintezo produkta 19 smo želeli nadaljevati s polovico produkta 14, ki smo ga pripravili med 
sintezo končnega produkta 18. Reakcija nitriranja (14® 19) ni potekla. Odločili smo se, da 
ponovimo reakcijsko pot do produkta 14 in še enkrat nastavimo reakcijo nitriranja. 


















4.3.1 Ponovna sinteza produktov 12, 13 in 14 
 
Produkt (12):  
 Sestava: C19H25NO 
Molska masa: 283,42 ,
$-.
 
Izgled: beli kristali 
Izkoristek: 6,959 g (87 %) 
Rf = 0,40 (MF: EtOAc/Hex=1/10) 
 
Produkt (13):  
Sestava: C20H27NO 
Molska masa: 297,44  ,
$-.
 
Izgled: rjava viskozna tekočina 
Izkoristek: 6,307 g (87 %) 
Rf = 0,70 (MF: EtOAc/Hex=1/10) 
 
Produkt (14):  
Sestava: C19H25NO 
Molska masa: 283,42  ,
$-.
 
Izgled: temno modri kristali 
Izkoristek: 3,815 g (77 %) 




























Spojino 14 (6,73 mmol; 1,908 g; 1 eq.) smo raztopili v 20 ml brezvodnega etanola. Bučko 
smo postavili na led in med mešanjem počasi dodali 1,5 ml HCl ter pustili mešati pet minut. 
Nato smo dodali NaNO2 (8,08 mmol; 0,557 g; 1,2 eq.) in 4 ml prečiščene vode. Reakcijsko 
zmes smo pustili mešati 15 min, ker se natrijev nitrit ni popolnoma raztopil smo dodali še 2 
ml prečiščene vode, pri čimer se je zmes počasi obarvala zeleno. Prisotnost izhodne spojine 
smo spremljali s TLC.  
Izolacija: 
Po eni uri izhodna spojina ni bila več vidna na TLC, zato smo uparili EtOH. Produkt smo 
brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji. 
Produkt:  
Sestava: C19H24N2O2 
Molska masa: 312,41  ,
$-.
 
Izgled: temno zelena oborina 
Izkoristek: / 



















Spojino 19 (6,731 mmol; 2,103 g; 1 eq.) smo raztopili v DMF (75 ml) in dodali naftalen-1-
ol (6,731 mmol; 0,970 g; 1 eq.). Reakcijsko zmes smo mešali na 110 °C čez noč. 
Izolacija: 
Potek reakcije smo spremljali s TLC. Po poteku reakcije smo dodali 150 ml EtOAc in 300 
ml prečiščene vode ter organsko fazo spirali s 5 ´ 100 ml prečiščene vode. Nato smo 
organsko fazo sušili z Na2SO4, in odparili EtOAc pod znižanim tlakom. Sledilo je čiščenje s 
kolonsko kromatografijo s suhim nanosom z mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/10 ® 1/30 ® 
1/2. Topila smo uparili pod znižanim tlakom in izolirali 0,46 g končne spojine 20. Glede na 
NMR in HRMS izolirana spojina ne ustreza zgornji strukturi. 
Produkt: 
Sestava: C29H28N2O2 
Molska masa: 435,56  ,
$-.
 
Izgled: vijolična oborina 
Izkoristek: 0,48 g (17 %) 
Rf = 0,39 (MF: EtOAc/Hex=1/10) 















5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentarji k sinteznim korakom 
5.1.1 Sinteza substituiranih 1,2-dihidrokinolonov 
V prvi stopnji sintez smo s ciklizacijo sintetizirali različno substitiurane kinolone. Najprej 
smo uporabili modificiran tip Skraupove reakcije. Pri tem pride do reakcije med primarnim 
aminom in karbonilno spojino (ketonom) ob prisotnosti katalizatorja. Kot katalizator se 
uporablja I2, p-toluensulfonska kislina, HCl ali Lewisove kisline. Med slednje sodi tudi 
katalizator indijev (III) klorid, s katerim smo izvedli prve stopnje reakcij (31). Pri reakciji z 
acetonom je reakcija hitro potekla (24 h) s polovičnim izkoristkom. Ker smo začeli z večjimi 
količinami izhodnih spojin, smo pridobili kar nekaj produkta, zato smo sintezo nadaljevali. 
Ko smo namesto acetona uporabili cikloheksanon, smo že po vmesnih TLC analizah 
ugotovili, da reakcija ne poteka tako hitro kot pri acetonu. Zato smo želeli pospešiti reakcijo 
s segrevanjem reakcijske zmesi na 60 °C. Produkta tudi po spremembi pogojev nismo 
izolirali. Odločili smo se poizkusiti s pogoji opisanimi v članku Gutiérrez in soavtorji (2013), 
ki so kot katalizator uporabili MgBr2 in Li2CO3 in reakcijo izvedli brez topila. Z nekaj 
nastavljenimi reakcijami smo izbrali najoptimalnejše pogoje. Glede na smernice iz članka 
smo preskusili naslednje reakcije in potek preverili s TLC: 
 
a) Sobna temperatura, 24 h: Cikloheksanon (5 eq.) + m-anizidin (1 eq.) + Li2CO3 (2 eq.) 
+ LiBr (1 eq.) + MgCl2 (1 eq.) 
b) 60 °C, 24 h: Cikloheksanon (5 eq.) + m-anizidin (1 eq.) + Li2CO3 (2 eq.) + MgCl2 (1 
eq.)+ LiBr (1 eq.) 
c) 60 °C, 24 h: Cikloheksanon (5 eq.) + m-anizidin (1 eq.) + Li2CO3 (2 eq.) + LiBr (1 
eq.) 
d) 60 °C, 24 h: Pentan-3-on (5 eq.) + m-anizidin (1 eq.) + Li2CO3 (2 eq.) + MgCl2 (1 
eq.) + LiBr (1 eq.) 
e) 60 °C, 24 h: Pentan-3-on (10 eq.) + m-anizidin (1 eq.) + Li2CO3 (2 eq.) + MgCl2 (1 
eq.)+ LiBr (1 eq.) 
f) 60 °C, 24 h: Aceton + 8-amino-2-naftol + Li2CO3 (2 eq.) + MgCl2 (1 eq.)+ LiBr (1 
eq.) 
g) 60 °C, 24 h: Aceton + 8-amino-2-naftol + indijev (III) klorid 
 
V članku avtorji preizkusijo različne reakcijske pogoje (temperaturo, čas poteka reakcije, 
različne katalizatorje) in robustnost reakcije iz stališča izhodnih ketonov. Kot 
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najoptimalnejše pogoje avtorji predlagajo uporabo katalizatorja MgBr2 in baze Li2CO3, 
segrevanje reakcijske zmesi (60 °C) in podaljšan čas reakcije (12 h). Za optimalen potek 
reakcije je pomembna prisotnost magnezijevih in bromidnih ionov, saj so izkoristki reakcije 
ob odsotnosti prvih ali drugih bistveno nižji (32). Ker magnezijevega bromida nismo imeli 
na voljo, smo kot katalizatorja reakcije uporabili soli LiBr in MgCl2, za bazo pa smo 
uporabili Li2CO3. Pomen prisotnosti obeh zvrsti ionov smo preverili z reakcijama c in b. 
Reakcija ob prisotnosti samo bromidnih ionov slabo poteče, saj je na TLC še dobro vidna 
izhodna spojina, kar potrjuje domnevo o pomenu prisotnosti magnezijevih in bromidnih 
ionov. 
Izkoristki takšnih sintez se znižajo tudi z velikostjo ketonov, še slabše pa reakcija poteče s 
sterično oviranimi ketoni, kar se je pokazalo tudi pri uporabi pentan-3-ona, kjer reakcija 
sploh ni potekla (reakciji d in e). Zanimivo je, da pri uporabi cikloheksanona težav s potekom 
reakcije ni bilo, kar kaže na slabši potek reakcij pri uporabi sterično oviranih ketonov kot 
ketonov z večjimi substituenti, pri katerih je karbonilna skupina še vedno dobro dostopna. 
Izkoristek predlagane reakcije (reakcija b) s cikloheksanonom in m-anizidinom je tako bil 
skoraj 100 %. Takšno sintezno pot smo poizkusili uporabiti tudi za sintezo iz drugih izhodnih 
spojin, npr. 8-amino-2-naftola (reakciji f in g). Izkoristek in čistost produkta v tem primeru 
sta bila primerljiva z uporabo indijevega (III) klorida. Pri optimizirani reakcijski poti se je v 
večji meri porabil tudi cikloheksanon, ki ga je sicer treba odstraniti na vakuumski črpalki. 
Uporaba topil ne poveča izkoristkov reakcij, kar vidimo kot prednost, saj po koncu reakcije 
tudi ni potrebe po odstranjevanju zaostalega topila. Presežek soli smo odstranili z 
ekstrakcijo. 
Najverjetneje se med izhodnima spojinama najprej tvori imin, čemur sledi kondenzacija in 
ciklizacija z drugim ekvivalentom ketona (slika 11). Glede na mehanizem reakcije je torej 
smiselna uporaba vsaj dveh ekvivalentov ketonov. Prednosti takšne sinteze so izvedba brez 




Slika 11: Mehanizem nastanka 1,2-dihidrokinolinov (prirejeno po 32) 
 
5.1.2 Metiliranje in odščita hidroksilne skupine 
V vseh sinteznih poteh je sledilo metiliranje sekundarnega dušika. Gre za reakcijo 
nukleofilne substitucije (slika 12). Kot elektrofil smo uporabili metil jodid, pri čimer je 
ogljik vezan na jod dober elektrofil, medtem ko je jodidini anion dobro izstopajoča skupina 
ob napadu na nukleofil (sekundarni amin). 
Pred izolacijo smo v reakcijsko zmes dodali amonijak, pri čimer je potekla nevtralizacija 
presežnega metil jodida po podobnem procesu. Presežek smo morali odstraniti, saj je 
metiljodid alkilirajoča in zdravju škodljiva snov. Z aprotičnimi topili povečamo reaktivnost 
nukleofilom, zato smo uporabili DMF, ki smo ga med izolacijo sprali v vodno fazo. Pri 
protičnih topilih lahko namreč pride do nastanka vodikovih vezi z nukleofili, kar upočasni 
reakcijo (33). Še dodatno poveča nukleofilnost prisotnost baze, ki deprotonira amin (34). 
Pri delu smo metil jodid previdno dodajali in vso uporabljeno steklovino ter pribor po koncu 
previdno sprali z metanolom (35). 
 
 











































Ker bi metiliranje lahko poteklo tudi na hidroksilni skupini, smo metilni eter odstranili po 
N-alkiliranju. Zato smo uporabili reagent borov tribromid in reakcijo izvedli pri -80 °C. 
Reakcija najverjetneje poteče preko kompleksa reagenta s kisikom (slika 13). Pomembno je, 
da dodamo presežno količino borovega bromida (še posebej ob prisotnosti drugih elektron 
donorjev) in reakcijo izvedemo v inertnem ohlajenem okolju, saj s tem dosežemo najboljše 
izkoristke (36). Z dodajanjem NaHCO3 smo hidrolizirali presežek reagenta in kompleksov 
z borom, produkt pa sprali v organsko fazo. Pri delu z borovim bromidom smo bili še posebej 
pozorni, saj je zdravju škodljiv. Steklovino smo previdno sprali z metanolom v digestoriju. 
 
Slika 13: Mehanizem odščite etra (prirejeno po 36) 
5.1.3 Substitucija nitrozo in aldehidne skupine na aromatski obroč  
Nitroziranje na primarnih in sekundarnih aminih oz. aromatskih aminih ne vodi do želenega 
nitrozo produkta, drugače je s terciarnimi amini, kjer lahko preko reakcije elektrofilne 
aromatske substitucije nitrozo skupino uvedemo na para mesto aktiviranih aromatov 
(fenolov, terciarnih aminov). Uporabili smo natrijev nitrit (NaNO2) in HCl, EtOH smo 
uporabili kot sotopilo. V reakciji med vodno raztopino natrijevega nitrita v kislem, pride do 
nastanka nitrozilnega kationa (NO+), ki reagira kot šibek elektrofil z aktiviranimi aromati. 
Pri tem nastane nitrozoamin, čemur sledi preusmeritev nitrozo skupine na para mesto (slika 
14). Reakcijo je zaradi nestabilnosti treba izvajati na ledeni kopeli. Reakcija je zelo 
občutljiva na pogoje (38–41). Prav zaradi predvidenih težav pri postavitvi reakcije, smo 
najprej le to izvedli na manjši skali. Sprva reakcija ni potekla, sklepamo, da nismo ustrezno 
raztopili natrijevega nitrita oz. smo dodali premalo vode za tvorbo ekvivalentne količine 















EtOH/H2O. Ker je nitrozo produkt precej nestabilen, smo spojino brez nadaljnjega čiščenja 
uporabili v naslednji stopnji. 
 
 
Slika 14: Tvorba nitrozilnega kationa (prirejeno po 37) 
 
V naslednjih stopnjah smo na nitrozo derivata 4 in 19 pripeli dihidroksinaftalen (5) oz. naftol 
(20), pri čimer je potekla kondenzacija obročev do osnovnih benzofenoksazinskih derivatov. 
Pri nastanku spojine 20 smo dobili produkt molske mase, ki ni ustrezala želeni predvidenega 
produkta. Izkoristek glede na podobne reakcije ni bil majhen, prav tako je bil produkt na 
masnem spektrometru in TLC videti čist. Raziskali smo, kakšna je možna struktura 
pridobljenega produkta in kateri korak sinteze je najbolj kritičen. Možne pravilne strukture 
produkta 20 nismo identificirali. Sklepamo, da je najbolj kritičen korak pripenjanje NO 
skupine in nadaljnja kondenzacija, saj smo vsem spojinam do spojine 14 preverili strukturo 
z masnim spektrometrom oz. NMR. Najverjetneje je prišlo do nastanka dimera, saj ima 
neznana spojina znatno večjo maso kot predvidena. Spektre NMR smo posneli v različnih 
topilih, vendar nam zaradi slabe topnosti niso pomagali pri identifikaciji neznane strukture. 
Produkt 5 smo glede na pretekle izkušnje izolirali s primerljivim izkoristkom (17 %) in z 
masnim spektrometrom potrdili identiteto.   
Predstopnja sinteze kumarina je uvedba aldehidne skupine na aromat. Mehanizem reakcije 
je elektrofilna substitucija, Vilsmeier – Haackova reakcija (slika 15). Vilsmeier – Haackov 
reagent nastane pri reakciji med disubstituiranim formamidom ali amidom in največkrat 
POCl3. Reagent pri združitvi z aromatom tvori iminijev kation, ki hidrolizira ob prisotnosti 
vode (42). Pri reakciji je nastala HCl, ki smo jo z bazo pretvorili v sol in odstranili z 
ekstrakcijo. Reakcija je potekla brez težav in z dobrim izkoristkom (69 %). 
 
 
Slika 15: Poenostavljena shema elektrofilne aromatske substitucije (prirejeno po 43) 
-O N O H
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5.1.4 Sinteza kumarinskega skeleta in dodajanje substitutentov na kumarinski 
derivat 
Na kumarinski derivat smo z namenom izboljšanja lastnosti fluorofora pripeli različne 
substituente. Amin na mestu 7, rigidizacija in dodatna dvojna vez premaknejo emisijo v 
rdeče in izboljšajo ε, Φ in fotostabilnost. Na mestu 3 smo hkrati s kondenzacijo uvedli 
benzotiazolno elektron akceptorsko skupino. Kondenzacija je potekala po mehanizmu 
Knoevenaglove kondenzacije (slika 16). Izkoristek te stopnje je bil dober, prednost je bila 
tudi izolacija s presesavanjem, saj je produkt izpadel v EtOH. V zadnjem koraku pa smo na 
mesto 4 pripeli še elektron akceptorsko CN skupino z adicijo na dvojno vez, ki ji je sledila 
oksidacija nazaj do dvojne vezi. 
Izkoristek sinteze spojine 18 je bil v zadnji stopnji skoraj 50 %. Produkt smo čistili po vsaki 
stopnji in nečiste frakcije uporabili za izbiro pogojev nekaterih stopenj reakcij. Nečiste 
frakcije v zadnji stopnji smo izolirali še z dodatno kolonsko kromatografijo, da smo pridobili 
čim več produkta.  
 
 
Slika 16: Nastanek kumarinskega skeleta s Knoevenaglovo kondenzacijo (prirejeno po 28) 
5.1.5 Pripenjanje substitutentov na benzofenoksazinski derivat 
Po sintezi benzofenoksazinskih derivatov smo nanju želeli vezati substituente, s katerimi bi 
omogočili umeščanje v membrano. Na spojino 5 smo želeli preko triazola dobiti nabito 
spojino, končni produkt 11. Najprej smo na OH skupino uvedli propragilno skupino, čemur 
je sledila t. i. »klik« reakcija. Za uvedbo propragilne skupine (nukleofilna substitucija) smo 













nizek (13 %). Na TLC plošči je bilo vidnih več nečistot, ki smo jih slabo ločili od produkta, 
zato smo dobili zelo malo »čiste« spojine, s katero smo nadaljevali sintezo. Ostale frakcije 
smo poskušali ločiti tudi v drugih mobilnih fazah, a so bili retencijski faktorji nečistot 
podobni produktu. 
Sledila je »klik« reakcija, kjer smo predhodno sintetiziran azid (8) pripeli na alkin (6) ob 
prisotnosti katalizatorja CuBr (44). Hkrati smo želeli uvesti še sulfonat, do končne spojine 
11. To smo izvedli po dveh poteh, v prvi (a) smo azidu že pred »klik« reakcijo uvedli 
sulfonat, v drugi (b) pa smo sulfonat pripeli po »klik« reakciji. Oba produkta reakcij imata 
ustrezni m/z, a smo boljše izkoristke dobili s predhodno uvedbo sulfonata. Hkrati pri uvedbi 
sulfonata na amin nismo imeli težav in smo dobili dober izkoristek reakcije (98 %), spojino 
9 pa smo zlahka izolirali, saj je netopna v etru.  
Spojino 11 smo izolirali na podlagi njenih lastnosti. Najprej smo produkt sprali z mobilno 
fazo, s čimer smo se znebili nenabitih nečistot. Potem smo mobilno fazo prepihali z 
amonijakom, s čimer smo omogočili potovanje nabite spojine in jo sprali s kolone.  
Klik reakcija je potekala po mehanizmu cikloadicije alkina in azida ob prisotnosti 
katalizatorja bakra. Mehanizem reakcije je prikazan na sliki 17. Najprej bakrov ion (Cu) 
omogoči pretvorbo alkina do nastanka acetilida, kar omogoča nastanek kompleksa z azidom 
(nukleofil). Sledi ciklizacija v šestciklični bakrov kompleks in pretvorba do petcikličnega 
bakrovega triazola, ki ji sledi protonacija do triazola. Z uporabo baze pospešimo nastanek 
acetilida, saj baza odcepi najbolj kisel terminalni vodikov atom na alkinu, ki se v zadnji 
stopnji »reciklira« v procesu protonacije (47). 
Sulfonsko skupino smo po obeh poteh uvedli na nukleofilni amin, ki reagira z zelo 
reaktivnim 1,3-propansultonom. Po obeh poteh sulton reagira s terciarnim aminom, ki pa je 
























































5.2 Komentar k fluorescenčnim spektrom in STED mikroskopiji 
Spojinam 11, 18 in 20 smo na fluorescenčnem spektrometru posneli emisijske in 
absorpcijske spektre. Vzorce smo najprej raztopili v DMSO nato pa redčili z brezvodnim 
EtOH do koncentracije 10-6 M. Količina DMSO v končnih raztopinah je bila pod 0,1 %. 
Dobljeni spektri predstavljajo rezultate meritev raztopin spojin v etanolu, ki se največkrat 
uporablja kot topilo.  
Absorpcijski in emisijski maksimum spojine 11 
(sliki 18 in 19):  
𝜆!"#= 596 nm 
𝜆!$= 662 nm  
 
 
Slika 19: Normalizirana absorpcijska in emsijska spektra spojine 11 v etanolu 
Absorpcijski in emisijski maksimum spojine 20 
(sliki 20 in 21):   
𝜆!"#=  550 nm 












REZULTATI MERITEV FLUORESCENCE ZA SPOJINO 11
Ekscitacija Emisija
















Slika 21: Normalizirana absorpcijska in emisijska spektra spojine 20 v etanolu 
Absorpcijski in emisijski maksimum spojine 18 
(sliki 22 in 23): 
𝜆!"#=  549 nm 
𝜆!$= 650 n 
 

























REZULTATI MERITEV FLUORESCENCE ZA SPOJINO  18
Ekscitacija Emisija






Emisijski in absorpcijski spektri so po pričakovanju primerljivi podobnim sondam na osnovi 
nilsko rdečega oz. 4-cianokumarina. Po obliki in položaju ekscitacijskega in emisijskega 
maksimuma bi spojino 20 lahko uvrstili med derivate nilsko rdečega. Prav tako je spojina, 
kot nilsko rdeče, zelo občutljiva na polarnost okolja, ne le fluorescenca, tudi barva se 
spremeni iz modre, ko je spojina v stiku z metanolom ali silikagelom, do rdeče v etil acetatu 
in do rumene v heksanu. Glede na spektre spojin pridobljenih s fluorescenčno 
spektroskopijo, imajo vse tri sonde možnost vzbujanja pri 561 oz. 640 nm in emisije pri 775 
nm (skladno z zahtevami STED mikroskopa na IJS). 
Seveda se najverjetneje spekter v realnosti nekoliko razlikuje od tistega posnetega v etanolu, 
saj so lipidne kapljice iz bolj nepolarnih komponent, nam pa tudi spekter v EtOH poda neke 
osnovne informacije.  
 
Slika 24: STED posnetki označevanja lipidnih kapljic s sondama 18 in 20 
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Preliminarni poskusi na STED (slika 24) so pokazali, da smo izpolnili namen magistrske, to 
je izboljšati selektivnost označevanja lipidnih kapljic. Na prvi pogled sondi 18 in 20 nista 
izkazovali toksičnih učinkov na celice, kar je tudi napredek glede na prejšnje serije, 
predvsem 4-cianokumarinov, ki so izkazovali citotoksičnost. Seveda je treba za boljšo 
opredelitev citotoksičnosti izvesti ustrezne teste, a pri zelo citotoksičnih spojinah se ta 
pokaže že takoj po označevanju. 
Zanimivo, da spojini bolj fotobledita v primerjavi s prejšnjimi serijami. Slednje nas je 
presenetilo, saj se osnovni fluorofor ne razlikuje s prejšnjimi serijami. Procesi fotobledenja 
so relativno neraziskani, znano pa je, da lahko že majhne spremembe v strukturi  močno 
vplivajo fotostabilnost fluorofora. Slednje se je najverjetneje zgodilo tudi v našem primeru. 
Pri mikroskopiji celic označenih s sondama 18 in 20 lahko pridobimo nekaj kakovostnih 
posnetkov z eno- ali dvo-fotonsko STED tehniko. Žal zaradi fotobledenja sondi nista 
primerni za daljše eksperimente, kjer bi želeli zaporedno posneti npr. več deset posnetkov. 





V magistrski nalogi smo dosegli zastavljeni cilj, t. j. sinteza sonde za označevanje lipidnih 
kapljic na osnovi 4-cianokumarina (spojina 18), ki selektivno označi lipidne kapljice pri 
STED mikroskopiranju. Največji izziv nam je pri tej sintezi predstavljal že prvi korak – 
sinteza kinolina. V predhodnih magistrskih nalogah je bila omenjena sinteza izvedena le z 
enostavnejšimi ketoni (npr. aceton, nona-2-on) s katalizatorjem indijevim (III) kloridom. 
Vendar opisani reakcijski pogoji niso bili uporabni za cikloheksanon. Reakcijo smo uspešno 
izvedli z magnezijevimi in bromovimi solmi kot katalizatorji. Kljub temu pri dietil ketonu z 
nobeno sintezno potjo nismo dobili želenega produkta. Sonde na osnovi nilsko rdečega 
(spojina 20) nismo pravilno identificirali, vendar smo jo kljub temu vključili v nadaljnje 
teste. Na splošno je bilo pri končnih spojinah kar nekaj težav pri interpretaciji NMR 
spektrov, saj so se sonde slabo raztapljale v lahko hlapnih topilih (npr. CDCl3, aceton-d6), 
vzorca pa nismo imeli dovolj, da bi poizkusili posneti spekter še v drugih topilih, kjer je 
regeneracija spojine težja. 
V drugem delu magistrske naloge smo pripravili še sondo za označevanje membrane na 
osnovi nilsko rdečega (spojina 11). Fluorescenca nilsko rdečega je zelo občutljiva na 
polarnost okolice, zato predvidevamo, da bo sonda uporabna pri preučevanju pojavov na 
plazemski membrani, ki vključujejo spremembe polarnosti. 
Končnim spojinam 11, 18 in 20 smo pomerili absorpcijski in emisijski spekter. Vse tri so 
glede na izmerjene spektre primerne za uporabo na STED mikroskopu na Institutu Jožefa 
Stefana. Spojini 18 in 20, ki sta namenjeni označevanju lipidnih kapljic, so na IJS preskusili 
na STED mikroskopu. Spojini selektivno označujeta lipidne kapljice, glede na preliminarne 
teste nista citotoksični, a nepričakovano obe relativno hitro bledita. S sondo 11 pa 
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